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摘要 目的 :构建 一 个 IRES 序列 介 导 的 多 基因 共 表 达 载 体 ,实现 两 个 目的 基因 和 筛选 标记 基因 
共用 一 个 启动 子 高 效 表达 ,提高 多 基因 稳定 共 表达 细胞 株 的 筛选 效率 。 方 法 :以 实验 室 前 期 构建 
的 载体 pLV-MCS-Puro 为 骨架 ,设计 并 全 基因 合成 双 基 因 克 隆 表达 元 件 ,连接 到 骨架 载体 ,构建 多 
基因 共 表 达 载 体 pPLV-2MCS-Puro ,以 DsRed2 fe EGFP 荧光 蛋白 基因 验证 该 载体 用 于 多 基因 稳定 
一共 表 达 细 胞 株 筛选 的 效率 。 结 果 : 成 功 构 建 了 pLV-2MCS-Puro 载体 以 及 DsRed2 和 EGFP 共 表 达 
二 重组 质粒 pLV-DsRed2-EGFP-Puro。 眶 时 转 染 实验 证 明 该 载体 能 介 导 多 基因 共 表达 。 抗 性 第 选 获 
QJ 得 了 MDCK 和 Hela 两 种 细胞 的 多 基因 稳定 共 表 达 细 胞 池 。 细 胞 池 涂 片 荧光 显微镜 观察 和 计数 


OD 表明 抗 性 细胞 池 DsRed2 和 EGFP 双阳 率 接近 100% 。 基 因 组 和 转录 水 平 PCR 及 蛋白 质 免疫 印迹 


有 实验 表明 ,DsRed2 和 ECFP 稳定 整合 到 抗 性 细胞 基因 组 ,并 且 两 种 蛋白 质 表达 水 平 较为 一 致 。 结 
~- 论 : 成 功 构建 了 多 基因 共 表 达 载 体 pLV-2MCS-Puro ,实现 了 两 个 目的 基因 和 抗 性 基因 串联 共 表 达 ， 
〇 并 且 具 有 高 效 的 多 基因 稳定 共 表达 细胞 株 筛选 效率 。 该 载体 在 研究 蛋白 质 相互 作用 及 工程 细胞 


二 = 构建 等 方面 具有 一 定 的 应 用 前 景 。 
CO 关键 词 IRES 载体 构建 ”基因 共 表达 
中 图 分 类 号 Q782 


全 科学 研究 中 构建 稳定 表达 细胞 株 , 抗体 工程 和 细 
胞 征程 领域 筛选 种 子 细胞 经 常 需要 实现 两 个 或 以 上 的 
基因 稳定 共 表达 。 通 常 通过 两 个 载体 共 转 染 的 筛选 方 
法 鲍 实 现 ,然而 实践 中 常 面 对 以 下 问题 :两 个 载体 共 
转 染 需要 两 种 第 选 标记 ; @ 两 个 载体 的 共 转 染 效率 , 整 
合 效率 和 目的 基因 的 共 表达 效率 及 表达 稳定 性 存在 差 
异 '";@ 筛 选 标 记 基因 与 目的 基因 的 共 整 合 效率 。 以 
上 问题 为 筛选 合适 的 稳定 表达 细胞 株 在 效率 .时 间 和 
人 工 成 本 等 方面 提出 了 挑战 。 因 此 ,有 必要 开发 单个 
载体 实现 多 基因 共同 表达 来 解决 以 上 问题 。 

IRES (internal ribosome entry site ) 序列 是 于 1988 年 
分 别 由 Nahum Sonenberg 和 Eckard Wimmer KR ZEH 
髓 灰质 炎 病 毒 (PV)"” 和 脑 心 肌 炎 病毒 (EMCV)” 的 
RNA 基因 组 中 发 现 。IRES 通常 位 于 RNA 病毒 的 
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5'UTR 中 ,允许 RNA 以 5' 帽 子 非 依 赖 性 方式 翻译 。 
利用 IRES 连接 两 个 基因 ,在 上 游 启 动 子 的 控制 下 ， 
IRES 和 两 个 基因 转录 成 为 同一 条 mRNA ,翻译 时 ,IRES 
上 游 基 因 翻 译 起 始 遵循 真 核 生物 基因 的 帽 依赖 性 方 
式 ,而 下 游 基因 则 通过 IRES 招募 核糖 体 进入 起 始 基 因 
的 翻译 ,实现 了 IRES 序列 连接 的 两 个 基因 共用 同一 个 
转录 单位 表达 ""” 。 目 前 ,已 经 有 较 多 利用 IRES 序列 
连接 两 个 目的 基因 ,实现 双 基 因 的 瞬时 表达 或 者 稳定 
PAAR IEEE 。 但 是 使 用 唯一 启动 子 ， 
利用 2 个 或 以 上 IRES 序列 串联 2 个 或 者 以 上 目的 基因 
和 抗 性 基因 共 表 达 , 以 提高 多 基因 稳定 共 表达 细胞 株 
的 筛选 效率 的 研究 未 见报 道 。 

本 研究 在 实验 室 前 期 构建 的 慢 病毒 表达 载体 pLV- 
MCS-Puro 的 基础 上 ,设计 并 全 基因 合成 双 基因 克隆 表 
达 元 件 ( BamHI-MCS1 -IRES-MCS2-IRES-BsiW1 ) ,构建 
双 基 因 共 稳定 表达 筛选 载体 pLV-2MCS-Puro ,该 载体 通 
过 两 个 IRES 序列 串联 两 组 多 克隆 位 点 以 及 味 叭 霉 素 
抗 性 基因 ,由 上 游 唯一 的 启动 子 转录 形成 一 个 长 的 转 
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录 框 ,进而 实现 外 源 双 基因 和 抗 性 基因 的 共同 表达 , 提 
高 双 基 因 共 稳定 表达 细胞 株 的 筛选 效率 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 
1.1.1 载体 . 菌 种 和 细胞 株 ” 真 核 表 达 载 体 pECFP、 
pDsRed2 和 大 肠 杆菌 菌 种 DHSa 由 中 山大 学 医药 分 子 
生物 学 实验 室 惠 赠 ; 细胞 株 HEK293T, MDCK 和 HeLa 
细胞 购 自 中 国 科学 院 细胞 库 ; 表 达 载 体 pLV-MCS-Puro 
为 本 实验 室 自主 构建 并 保 种 。 

1.1.2 酶 .试剂 盒 和 其 他 试剂 ”质粒 提取 试剂 使 和 胶 
回收 试剂 盒 购 自 Omega 公司 ;限制 性 内 切 核酸 酶 购 自 
New England BioLabs 公司 ;DNA 聚合 酶 .连接 酶 和 反 转 
SF nd 
oe sleds 


os 


Ea ey ee RNA 提取 试 剂 盒 购 上 
hogen 公司 ;DMEM 培养 基 、 胎 牛 血清 FBS, PEREIS 
bco ZS Hi] ; EIS EX ( puromycin ) 购 自 TCI 公司 ; 鼠 
抗 GFP 单 克隆 抗体 、 鼠 抗 RFP 单 克隆 抗体 、 鼠 抗 B- 
Tubulin 单 克隆 抗体 和 辣 根 过 氧化 酶 标记 的 山羊 抗 鼠 
IE 自 美国 Abbkine 公司 。 

L3 主要 仪器 全 温 培 养 播 床 购 自 上 海 新 昔 医 疗 
AREAL 台式 冷冻 离心 机 购 自 Eppendorf 公 
6 起 微量 紫外 分 光 光 度 计 购 自 Implen 公司 ;梯度 PCR 
GEKA H Bio-Rad 公司 ;成 像 仪 购 自 Uvitec 公司 ; 
法 重工 作 台 购 自 北 京东 联 哈 尔 仪器 制造 有 限 公 司 ;二 
AOS FANG H Thermo 公司 ;生物 照相 显微镜 购 自 
奥 林 巴 斯 公司 ;倒置 荧光 显微镜 购 自 Nikon 公司 。 

1.2 方 法 

1.2.1 pLV-2MCS-Puro 载体 的 构建 ”分 析 骨 架 载 体 
pLV-MCS-Puro 已 有 的 限制 性 酶 切 位 点 ,设计 两 组 多 克 
隆 位 点 ,全 基因 合成 双 基 因 克 隆 表达 元 件 ( BamHI- 
MCS1 -IRES-MCS2-IRES-BsiW1) (图 1A) ,克隆 到 pUC57 
IRo BamHI 和 BsiWI 双 酶 切 pUC57 载体 和 骨架 载体 
pLV-MCS-Puro , 胶 回收 ,连接 BamHI-MCS1 -IRES-MCS2- 
IRES-BsiWI 与 骨架 载体 ,连接 产物 转化 DH5a 感受 态 

涂 板 , 挑 克隆 ,接种 , 提 质 粒 , 用 BamHI 和 SOAT 双 酶 切 鉴 
定 质粒 ,获得 pLV-2MCS-Puro 载体 。 

1.2.2  pLV-DsRed2-EGFP-Puro 表达 载体 构建 VW 
pEGFP 表达 质粒 为 模板 ,设计 EGFP 上 游 克 隆 引物 5 
CGACCGGTGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGA3' 和 


下 游 克隆 引物 5'CTCCTGCAGGTTATGATCAGTTATC 
TAGATCCGG3' ,PCR 克隆 和 胶 回 收 EGFP 基因 片段 ， 
Agel 和 Shfl 双 酶 切 EGFP 基因 片段 和 载体 pLV-2MCS- 
Puro, 胶 回收 后 连接 ,转化 DH5a 感受 态 , 涂 板 , 挑 克隆 ， 
菌落 PCR 阳性 鉴定 ,接种 , 提 质 粒 pLV-MCS1-EGFP- 
Puro, VA DsRed2 表达 质粒 为 模板 ,设计 DsRed2 上 游 克 
隆 引 物 5'TCATGCTAGCGCCATGGTGCGCTCCTCCAA 
GAAC3' 和 下 游 克 隆 5'AGGCGCGCCCTACAGGAACAG 
GTGGTGGCGGC3' , PCR 克隆 和 胶 回 收 ,Nhel 和 Ascl 双 
酶 切 DsRed2 基因 片段 和 载体 pLV-MCS1-EGFP-Puro。 
按 以 上 克隆 方法 回收 ,连接 ,转化 ,鉴定 ,接种 ,提取 重 
组 质粒 pLV-DsRed2-EGFP-Puro。 
1.2.3 细胞 培养 、. 转 当 和 稳定 表达 细胞 株 第 选 
HEK293T MDCK 和 HeLa 细胞 在 DMEM 10% FBS, 
5% CO, 37% 条 件 下 培养 。MDCK 和 HeLa 细胞 铺 板 
24h 后 ,用 味 吟 霉 素 终 浓度 分 别 为 0. 5pg/ml、1pg/ml、 
2ug/ml .4png/ml 6ue/ml 8p2/ml 10mg/ml 的 10% FBS 
DMEM 培养 ,以 3 ~4 天 以 内 能 杀 死 所 有 细胞 的 最 小 浓 
度 配制 稳定 表达 细胞 株 筛选 培养 基 。 细 胞 转 染 使 用 
JetPEI 试剂 盒 完成 , 转 染 36h 后 , 换 科 选 培养 基 培 养 ， 
3 ~4 天 更 换 一 次 筛选 培养 基 , 直至 克隆 形成 ,获得 耐 药 
细胞 池 (pool) 。 瞬 时 转 染 怜 片 的 HEK293T 细胞 荧光 显 
微 镜 观 察 质 粒 的 转 染 效率 和 目的 基因 表达 情况 ,筛选 
得 到 的 MDCK 和 HeLa 耐 药 细胞 池 消 化 悬浮 后 涂 片 , 菊 
光 显微镜 观察 和 计数 荧光 蛋白 表达 情况 。 
1.2.4 基因 组 和 转录 水 平 PCR 鉴定 稳定 表达 细胞 株 
使 用 天 根 生化 科技 有 限 公 司 的 基因 组 DNA 提取 试 
剂 盒 分 别提 取 稳 定 表 达 DsRed2 Fil EGFP 的 MDCK 和 
HeLa 细胞 的 基因 组 DNA ,以 基因 组 DNA 为 模板 ,用 上 
述 DsRed2 Al EGFP 克隆 引物 进行 PCR 鉴定 。 使 用 
Invitrogen 公司 的 TRIzol® Reagent 说 明 书 提取 稳定 表 
达 DsRed2 和 EGFP 的 MDCK 和 HeLa 细胞 总 RNA, 然 
后 用 TaKaRa 公司 的 PrimeScript™ II 1st Strand cDNA 
Synthesis Kit 将 总 RNA 反 转 录 成 cDNA ,以 cDNA 为 模 


板 , 使 用 上 述 DsRed2 和 EGFP 克隆 引物 进行 PCR 
鉴定 。 
1.2.5 蛋白 质 水 平 鉴 定 稳定 表达 细胞 株 ”提取 稳定 


表达 DsRed2 和 EGFP 的 MDCK 和 HeLa 细胞 总 蛋白 
质 , 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 蛋 白质, 转移 至 硝酸 纤维 
素 膜 ,5% 脱脂 奶粉 室温 封闭 2h ,将 膜 片 分 别 与 封闭 液 
稀释 的 鼠 抗 GFP 单 克 隆 抗 体 及 鼠 抗 REP 单 克隆 抗体 
4C ARE AY , 洗 膜 LOmin/ MK ,3 次 ;然后 用 辣 根 过 氧化 


2017 ,37(7) 田 聪慧 等 :基于 IRES 序列 的 多 基因 共 表 达 


酶 标记 的 山羊 抗 鼠 IgG 室温 杂交 2h, ECL 显 色 ， 
UVITEC 化 学 发 光 成 像 。 


2 结 果 


2.1 构建 pLV-2MCS-Puro 载体 
连接 设计 合成 的 双 基 因 克 隆 表 达 元 件 (图 la FE 
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(a) Schematic design of the bicistronic expression element 


(b) Map of the pLV-MCS-Puro vector 
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RARR 2 AB r) 和 骨架 载体 pLV-MSC- 
Puro( 图 1b) , 挑 取 阳 性 克隆 提取 质粒 后 ,从 两 个 多 克隆 
位 点 各 选取 一 个 限制 性 内 切 核酸 酶 切 位 点 (BamHI 和 
SOSI) 双 酶 切 ,1% 琼脂 糖 凝 胶 电泳 鉴定 ,获得 了 750bp 
的 目的 基因 条 带 及 10kb 的 载体 条 带 ( 图 1c)。 测 序 证 
实 pLV-2MCS-Puro 载体 构建 成 功 (图 1d) 。 
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图 1 pLV-2MCS-Puro 载体 构建 
Fig.1 Construction of the pLV-2MCS-Puro vector 


(c) Restriction enzyme digestion of pLV- 


dyes Puro vector M: 1kb DNA marker; 1; pLV-2MCS-Puro vector; 2; Double enzyme digestion of pLV-2MCS-Puro vector by BamHI and Sdfl 


RG Map of the pLV-2MCS-Puro vector 


`Æ pLV-DsRed2-EGFP-Puro 载体 构建 
Ok EGFP 荧光 蛋白 基因 先 克隆 到 pLV-2MCS-Puro 
sg 多 克隆 位 点 MCS2 ,菌落 PCR 验证 得 到 pLV- 
Mes} -EGFP-Puro( 图 2a) ,然后 将 DsRed2 荧光 蛋白 基 
H Faw pLV-MCS1-EGFP-Puro 的 多 克隆 位 点 MCS1， 
菌落 PCR 验证 得 到 表达 载体 pLV-DsRed2-EGFP-Puro 
(图 2b) 。 
2.3 瞬时 转 染 HEK293T 细胞 验证 pLV-2MCS-Puro 
载体 
将 构建 完成 的 pLV-DsRed2-EGFP-Puro 载体 转 染 
Me Hr AY HEK293T 细胞 , 转 染 24h 后 荧光 倒置 显微镜 用 
488nm 和 559nm 激发 光 观 察 DsRed2 Al EGFP 表达 情 
况 。 可 见 DsRed2 和 EGFP 能 在 HEK293T 细胞 中 共 表 
达 , 从 荧光 强度 看 具有 很 高 的 协同 性 ,而 且 具 有 较 高 的 
转 染 效率 (图 3) 。 
2.4 MDCK 和 HeLa 稳定 共 表达 
pLV-2MCS-Puro Bn 
味 叭 霉 素 耐 药性 预 试 验 确定 了 MDCK 和 HeLa 细 


大 细胞 筛选 实验 验证 


(b) 


2 pLV-DsRed2-EGFP-Puro 载体 构建 
Fig. 2 Construction of the pLV- 
DsRed2-EGFP-Puro vector 
(a) Verification of the pLV-MCSI-EGFP-Puro vector by cloning 
EGFP gene (b) Verification of the pLV-DsRed2-EGFP-Puro vector 
by cloning DsRed2 gene; M: DL2 000 DNA marker 


胞 的 第 选 给 药 浓度 分 别 为 10pg/ml 和 2igyml。 将 重组 
质粒 pLV-DsRed2-EGFP-Puro 分 别 转 染 MDCK 和 HeLa 
细胞 ,经 味 叭 霉 素 筛选 ,分别 获得 了 具有 味 叭 霉 素 抗 性 
的 MDCK 和 HeLa 细胞 池 (pool) 。 去 除 味 叭 霉 素 ,正常 
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图 3 荧光 显 微 观 察 pLV-DsRed2-EGFP- 
Puro 质粒 瞬时 转 染 HEK293T 细胞 
Fig.3 Fluorescence micrograph of HEK293T 
cells that transiently transfected with pLV- 
DsRed2-EGFP-Puro plasmid 


DsRed2 
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培养 传代 3 个 月 约 60 代 次 以 后 ,取消 化 处 理 的 细胞 涂 
片 , 荧 光 显 微 镜 观 察 所 获 抗 性 细胞 池 的 DsRed2 和 
EGFP 表达 情况 。 结 果 表 明 所 获得 的 MDCK 和 HeLa 耐 
药 细胞 池 的 DsRed2 和 EGFP 阳性 率 都 接近 100% 。 其 
中 MDCK 耐 药 细胞 池 两 种 严 光 蛋白 在 所 有 细胞 中 亮度 
较为 一 致 , 且 表 达 量 均 较 高 (图 4a)。HeLa 细胞 池 中 两 
种 获 光 蛋白 表达 也 较为 一 致 (图 4b) ,但 是 均 存 在 弱 表 
达 的 细胞 群 (图 5), 且 通过 进一步 提高 药物 浓度 到 
Sug/ml 不 能 去 除 弱 表达 细胞 群 。 
2.5 ”稳定 共 表达 DsRed2 #1 EGFP 的 MDCK 和 HeLa 
细胞 池 基 因 组 鉴定 

提取 传代 3 个 月 传代 60 代 的 两 种 耐 药 细胞 池 , 提 
取 基 因 组 ,PCR 鉴定 。MDCK 和 HeLa WEBER HL 
性 细胞 的 基因 组 PCR 产物 均 包含 651bp 的 DsRed2 基 
因 条 带 和 781bp 的 EGFP 基因 条 带 以 及 包含 DsRed2 基 
一 个 IRES 序列 和 EGFP 基因 的 2 200bp 的 基因 条 
带 (D-LE)( 图 6a) 。 


图 4 432 pLV-DsRed2-EGFP-Puro 的 MDCK 和 HeLa 耐 药 细胞 池 涂 片 
Fig.4 Smear of drug-resistant MDCK and HeLa cell pools that were transfected with pLV-DsRed2-EGFP-Puro vector 
(a) Drug-resistant MDCKcell pools 


2.6 ”稳定 共 表达 EGFP 和 DsRed2 的 MDCK FA HeLa 
细胞 RT-PCR 鉴定 
提取 稳定 共 表 达 EGFP 和 DsRed2 的 MDCK 和 
HeLa 细胞 池 总 RNA。 以 cDNA 为 模板 PCR 鉴定 ,PCR 
产物 均 包 含 651bp 的 DsRed2 基因 条 带 和 781bp 的 
EGFP 基因 条 带 以 及 包含 DsRed2 基因 一 个 IRES 序列 


(b) Drug-resistant HeLa cell pools. 


和 EGFP 基因 的 2 200bp 的 基因 条 带 (图 6b)。 
2.7 稳定 共 表 达 EGFP 和 DsRed2 的 MDCK 和 HeLa 
细胞 蛋白 质 水 平 鉴定 
提取 稳定 共 表 达 EGFP 和 DsRed2 的 MDCK 和 
HeLa 细胞 池 总 蛋白 质 , 蛋 白质 免疫 印迹 鉴定 结果 表明 ， 
在 所 获得 的 两 种 细胞 池 中 ,EGFP 和 DsRed2 表达 量 较 
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5 MDCK 和 HeLa 耐 药 细胞 池 高 荧光 亮度 细胞 计数 统计 
Fig.5 Statistical counting of drug-resistant MDCK and HeLa cell pools with high fluorescence brightness 
(a) Drug-resistant MDCK cell pools (b) Drug-resistant HeLa cell pools 
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HeLa cells, drug-resistant HeLa cell pools; M1; Membranel ; M2: 
为 一 致 (图 7) 。 Membrane2 
> ‘A Ph ve x > Shi be 
3 讨 论 献 报道 ,IRES 介 导 的 双 基 因 共 表达 系统 在 表达 效率 上 


相 较 前 三 者 具有 明显 的 优势 ”””。 

在 科研 和 细胞 工程 领域 经 ZH LR 定 表达 细 
胞 株 ,尤其 是 双 基 因 共 表达 细胞 株 构 建 ,实质 上 是 要 实 
现 两 个 目的 基因 和 筛选 标记 基因 至 少 三 个 基因 的 共 表 
达 , 更 是 增加 了 筛选 的 难度 。 本 文 基 于 IRES 序列 构建 
了 一 个 多 基因 共 表 达 载 体 ,含有 两 个 多 克隆 位 点 ,串联 
表达 2 个 目的 基因 以 及 筛选 标记 基因 。 由 一 个 高 效 启 
动 子 启动 目的 基因 和 筛选 标记 基因 转录 为 一 个 转录 
本 ,而 且 筛 选 标记 基因 位 于 转录 本 的 3" 端 , 位 于 两 个 外 
源 基 因 读 码 框 的 下 游 ,原理 上 筛选 到 的 抗 性 细胞 克隆 
都 能 够 共同 表达 目的 基因 。 


De 页 域 获得 两 个 基因 的 共 表 达 可 以 

共 转 染 两 个 表达 质粒 的 方法 实现 ,然而 限于 两 个 

和 表达 效率 差异 以 及 不 稳定 性 ,在 效率 和 
成 本 等 方面 带 来 一 系列 问题 。 要 克服 转 娄 效率 的 差 
异 , 可 以 将 两 个 基因 克隆 到 同一 个 载体 表达 ,目前 主要 
有 以 下 方式 :GD 在 同一 个 载体 ,由 不 同 的 启动 子 启动 表 
达 两 个 基因 ”;@ 两 个 基因 之 间 插 入 剪 切 位 点 ,应 用 选 
择 性 剪 切 机 制 表达 两 个 基因 ” ;@ 基 因 之 间 以 切割 
HEAR FPS EAE, WN 2A 肽 ”或 者 intein ”序列 链接 
两 个 蛋白 质 ;@ 由 两 个 蛋白 质 编码 序列 之 间 插 入 内 部 核 
糖 体 进入 位 点 (internal ribosome entry site, IRES), X 
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本 文 以 DsRed2 和 EGFP 荧光 蛋白 为 模型 ,利用 载 


wna AEHL 


稳定 性 较 好 。 该 载体 在 将 来 科学 研究 中 瞬时 共 表 达 两 


体 pLV-2MCS-Puro ,筛选 得 到 了 MDCK 和 HeLa 两 种 抗 
性 细胞 池 , 得 到 抗 性 细胞 池 以 后 ,取出 筛选 压力 ,传代 3 
个 月 约 60 代 次 。 荣光 显 微 观察 表明 ,两 种 细胞 均 稳定 
表达 两 种 荧光 蛋白 ,双阳 性 率 接近 100% 。 荧 光 细 胞 计 
数 表 明 , MDCK 细胞 池 几 乎 全 部 细胞 都 能 同时 表达 两 
种 荧光 蛋白 且 呈 现 较 强 而 且 一 致 的 荧光 亮度 ;HeLa 细 
胞 池 中 两 种 荧光 蛋白 亮度 也 高 度 一 致 ,但 存在 荧光 强 
弱 两 种 细胞 群 , 强 荧光 强度 细胞 约 占 总 细胞 的 75% 以 
上 ,提高 筛选 压力 不 能 去 除 弱 表达 的 细胞 群 ,可 能 是 因 
为 基因 组 整合 位 点 差异 。 但 是 处 于 第 二 个 多 克隆 位 点 
依靠 IRES 起 始 翻译 的 EGFP 蛋白 高 荧光 亮度 细胞 数 其 
至 略 高 于 DsRed2 荧光 高 亮度 细胞 数 ,表明 该 载体 分 别 
DISSEMI IRES 分 别 启动 两 个 蛋白 质 以 大 体 一 致 的 
充 甘 翻译 表达 。 通 过 基因 组 和 转录 水 平 的 PCR 验证 ， 
都 证 明 目 的 基因 稳定 整合 到 了 细胞 的 基因 组 上 ,而 且 
PB 目的 基因 以 一 个 共同 的 转录 本 转录 。 蛋 白质 免疫 
所 这 鉴定 验证 ,在 所 获得 的 两 种 细胞 池 中 ,ECGFP 和 
DsRed2 表达 量 较为 一 致 。 另 外 , 据 文献 报道 MDCK 细 
胞 靶 染 效率 不 高 ,只 有 4% EA ,与 我 们 的 转 染 实验 
可 基本 一 致 ,如 此 低 的 转 染 效率 能 够 成 功 筛选 到 稳 
富 委 达 细 胞 株 也 表明 该 载体 具有 高 效 的 第 选 效率 。 
该 载体 在 多 基因 共 表 达 或 稳定 共 表 达 细 胞 株 筛选 
契 画 具有 一 定 的 应 用 前 景 。 以 单 克隆 抗体 药物 为 例 ， 
单 杭 药物 已 经 达到 了 千 亿美 元 的 市 场 规模 ,在 单 抗 药 
物 壬 发 的 过 程 中 ,种 子 细胞 的 构建 是 关键 环节 之 一 。 
抗 厂 是 由 轻重 链 构 成 的 同 源 四 聚 体 ,种 子 细 胞 筛选 的 
过 种 中 需要 同时 转 染 轻 链 和 重 链 两 个 表达 基因 , 转 染 ， 
整合 ,表达 效率 的 一 致 性 和 基因 整合 后 的 稳定 性 制约 
了 种 子 细胞 筛选 的 成 功率 和 效率 ,影响 抗体 药物 研发 
环节 的 时 间 , 以 及 人 力 、 物 力 、 成 本 。 本 文 构建 的 载体 
为 此 提供 了 一 种 选择 。 另 外 载体 是 以 慢 病毒 表达 载体 
为 骨架 改造 的 ,未 来 的 应 用 中 可 以 用 于 慢 病毒 包装 进 
一 步 提高 一 些 难 转 染 细胞 的 转 染 效率 。 同 时 在 抗 性 得 
选 标记 的 选择 上 也 具有 比较 大 选择 空间 。 


4 结 论 


本 文成 功 构建 了 一 个 基于 IRES 介 导 的 多 基因 共 
表达 载体 pLV-22MCS-Puro。 利 用 IRES 可 以 有 效 地 介 导 
双 外 源 基因 和 抗 性 基因 共 表 达 。 在 MDCK 和 HeLa 两 
种 转 染 效 率 差 别 较 大 的 细胞 中 实现 了 高 效 的 筛选 效 
率 , 而 且 连 续 传 代 证 明 以 该 载体 筛选 到 的 稳 转 株 细胞 


个 基因 ,或 者 抗体 工程 和 细胞 工程 领域 构建 稳定 表达 
种 子 细胞 等 方面 都 具有 比较 好 的 应 用 前 景 。 
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Abstract 


Objective; An IRES-based vector was constructed to achieve co-expression of two target genes 


with the screening marker gene promoted by the single promoter, and to improve the screening efficiency of 


multiple genes co-stable expression cell lines. Methods: A bicistronic expression element BamHI-MCS1-IRES- 


MCS2-IRES-BsiWI which has two multiple cloning sites was designed and synthesized. The vector named pLV- 


2MCS-Puro was constructed by inserting the element into the skeleton vector pLV-MCS-Puro which was 
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constructed previously in lab. The DsRed2 and EGFP genes were inserted simultaneously into the vector to test 
the screening efficiency of multiple genes co-stable expression cell lines. Results; The vector pLV-2MCS-Puro 
and the recombinant plasmid pLV-DsRed2-EGFP-Puro were constructed successfully. Transient transfection 
experiment showed that the vector can mediate co-expression of multiple genes. MDCK and HeLa cell pools 
resistant to puromycin were obtained through transfection of the recombinant plasmid. The fluorescent inverted 
microscope showed that DsRed2 gene at the upstream of the IRES sequence and EGFP gene at the downstream of 
IRES sequence were co-expressed in cells, and the double positive rate was close to 100%. It indicated that this 
vector has high screening efficiency. The results of genomic PCR, RT-PCR and Western blot showed that DsRed2 
and EGFP genes were stably integrated into cell genome and the two proteins were expressed consistently. 
Conclusion; The IRES-based vector pLV-2MCS-Puro was successfully constructed and proved to be efficiently in 
screening multiple genes co-stable expression cell lines. This vector will have certain application prospects in 
studying protein interactions and constructing engineering cell lines. 


Key words IRES Vector construction Gene coexpression 


